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0 Verfahren zur Herstellung von (6S)- und (6R)-Tetrahydrofolsaure. 



0 Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstel- 
lung von (6S)-und (6R)-Tetrahydro-folsaure und de- 
ren Additionssalze mit einer Sulfonsaure Oder mit 
Schwefelsaure, welches dadurch gekennzeichnet ist, 
dass man (6R,S)-Tetrahydrofolsaure mit einer Sul- 
fonsaure Oder mit Schwefelsaure umsetzt, erhalte- 
nes Saureadditionssalz fraktioniert kristallisiert und, 
falls erwunscht, aus den erhaltenen diastereomeren 
Saureadditionssalzen durch Behandlung mit einer 
Base die (6S)- Oder (6R)-Tetrahydrofolsaure freisetzt 
und isoliert. 

^ Die Erfindung betrifft ausserdem die neuen Sau- 

^ readditionssaize von (6S)- und (6R)-Tetrahydrofol- 
^ saure mit einer Sulfonsaure Oder mit Schwefelsaure. 
O deren Verwendung als Arzneimittel oder Ausgangs- 
^ material zur Herstellung eines Arzneimittels und de- 
lO "'en Verwendung zur Herstellung von optisch aktiven 
CD 5-Methyl-, 5-Formyl- und 5,10-Methylentetrahydrofol- 
~ sauren und deren Salzen mit starken Basen und 
O Sauren. 

Q. 
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Die-Erfindung-betrifft-ein-Verfahren-zur-Herstel — 

lung von N-[4-[[(2-amino-1 .4.5,6.7.8-hexahydro-4- 
oxo-(6S)-pteridiny!)nnethyl]annino]benzoyI]-L- 
glutaminsaure (im folgenden (6S)-Tetrahydrofolsau- 
re gerannt) und deren Salzen und N-[4-[[(2-amino- 
1,4.5.6,7,8-hexahydro-4-oxo-(6R)-pteridinyl)nnethyl]- 
amino)ben2oyl]-L-glutaminsaure (im folgenden 
(6R)-Tetrahydrofolsaure genannt) und deren Sal- 
zen. 

Tetrahydrofolsaurederivate enthalten 2 asynn- 
metrische Zentren. Dabei liegt aufgrund der Syn- 
thase dieser Derivate aus Folsaure, der N-(Pteroyl)- 
L-glutanninsaure, das im Glutaminsaure-Rest ent- 
haltene optisch aktive C-Atom in der L-Form vor, 
wahrend das durch Hydrierung der Doppelbindung 
in 5,6-Stellung des Pteroyi-Restes entstandene op- 
tisch aktive C-Atom in Position 6 in der racemi- 
schen. der (6R:S)-Form, vorliegt. Synthetische De- 
rivate der Tetrahydrofolsaure bestehen demnach 
aus einer 1:1 Mischung von 2 Diastereomeren. Im " 
naturllchen Vorkommen, z.B, in der Leber, findet 
man die Tetrahydrofolate nur in der einen 
Diastereomeren- Form, wobei 5, 6,7,8- Tetrahydrofol- 
saure in der (6S)-Form vorliegt. 

Als Arzneimittef werden Tetrahydrofolate vor- 
wiegend als Calcium-Salz der 5-Formyl-5,6,7,8-te- 
trahydrofolsaure (Leucovorin) oder der 5-Methy!- 
5,6,7,8-tetrahydrofolsaure verwendet zur Behand- 
lung von megaloblastischer Folsaure-Anamle. als 
Antidot. zur- .A/erstarkung .der* Vertraglichkeit von 
Folsaure-Antagonisten, speziell von Aminopterin 
und Methotrexat in der Krebstherapie ("leucovorin 
rescue"), zur Verstarkung des therapeutischen Ef- 
fektes von 5-Fluoruracil und der Behandlung von 
Autoimmunkrankheiten wie Psoriasis und rheumati- 
scher Arthritis sowie zur Verstarkung der Vertrag- 
lichkeit von bestimmten Antiparasitika, etwa 
Trimethoprim-Sulfamethoxazol. in der Chemothera- 
pie. 

Tetrahydrofolsaure dient als Grundsubstanz zur 
Herstellung diverser Tetrahydrofolsaure-Derivate. 

Anstrengungen zur Herstellung von (6S)-oder 
(6R)-Tetrahydrofolsaure haben bisher zu folgenden 
Methoden gefuhrt: 

- enzymatische Methoden 

- physfkochemische Methoden 

- chemische Methoden 

Enzymatische Methoden beinhalten eine nor- 
malerweise chemisch durchgefuhrte Reduktion von 
Folsaure zu 7,8-Dihydrofolsaure und anschliessen- 
der enzymatischer Reduktion derselben zu (6S)- 
5,6,7,8-Tetrahydrofolsaure z.B. gemass L. Rees et 
al. Tetrahedron 42(1), 117-36 (1986) Oder EP-A2-0 
356 934. Diese Verfahren sind jedoch im chemi- 
schen Schritt nur schwer auf der 7,8- 
Dihydrofolsaure-Stufe zu stoppen und ergeben 
auch im enzymatischen Schritt typischerweise nur 
sehr geringe Raum-Zeit-Ausbeuten. benotigen teu- 



re— Go-Faktoren— wie— NADRH— und— erfordern— eine 

meist komplexe Aufarbeittingsmethodik. Bisher be- 
kannte Methoden der enzymatischen Herstellung 
von optisch reiner Tetrahydrofolsaure sind zur Her- 

5 stellung dieser Verbindung im technischen Mass- 
stab nicht geeignet. 

Die Trennung der Diastereomeren-Paare wurde 
auch mittels Chromatographie versucht. J. Feeney 
et al. Biochemistry. 20, 1837, (1981). Diese Metho- 

10 den sind fur die Herstellung der Diastereomeren im 
technischen Massstab nicht geeignet. 

Ebenfalls bekannt ist aus der Gruppe der phy- 
sikochemischen Verfahren eine asymmetrische Re- 
duktion von Folsaure an chiralen Elektroden, S. 

75 Kwee et al, Bioelectrochem. Bioenerg. 7. 693-698, 
(1980). Aufgrund der wMhrend der Reduktion er- 
laubten Konzentrationen an Folsaure 
(typischerweise 10~^ M) und der nur schwer durch- 
fuhrbaren Abtrennung des asymmetrischen Induk- 

20 tors nach erfolgter Reduktion konnen diese Reak- 
tionen jedoch nichl zur technischen Herstellung 
eingesetzt werden. 

Aus dem Bereich der chemischen Synthese 
besteht die Moglichkeit der asymmetrischen Hy- 

25 drierung von Folsaure in Gegenwart eines optisch 
aktiven Katalysators, etwa gemass P.H. Boyle, et 
al., J. Chem. Soc. Chem. Commun. (1974), 10, 
375-6. Diese erfordert aber den Einsatz sehr teurer 
Katalysatoren, die nach erfolgter homogener Kata- 

30 lyse nur unter grossem Aufwand vom Produkt ab-- 
zutrennen sind. 

Es gibt daher bis heute noch kein technisch 
brauchbares Verfahren zur Gewinnung von optisch 
reiner Tetrahydrofolsaure. 

35 Es bestand somit die Aufgabe, eine einfache. tech- 
nisch brauchbare und wirtschaftliche Methode zur 
Herstellung von optisch reiner Tetrahydrofolsaure 
■ zu erarbeiten. 

Es wurde nun uberraschend gefunden, dass 

AO aus wassrigen Losungen von (6R,S)-Tetrahydrofok 
saure oder deren Salze nach Zusatz von Sutfon- 
sauren oder Schwefelsaure sich entsprechendes 
optisch angereichertes Tetrahydrofolsaure-Addi- 
tionssalz ausscheidet. Dieses lasst sich durch Fil- 

45 tration abtrennen. Aus dem Filtrat lasst sich das 
diastereomere Additionssalz isolieren. Beide Salze 
konnen anschliessend durch Umkristallisation 
und/oder Freisetzung der Tetrahydrofolsaure und 
nachfolgender Versalzung sowohl chemisch wie 

50 auch optisch gereinigt werden. Dass bei der Kri- 
stallisation des Sulfonsaure- bzw. Schwefelsaure- 
Additionssalzes eine optische Auftrennung stattfin- 
det. ist urn so mehr uberraschender, als dass sich 
durch Herstellung/Umkristallisation anderer Salze. 

55 z.B. des Chlorwasserstoffsaure-Additionssalzes, 
keine optische Anreicherung feststellen lasst (W. 
Frick, et al.. Helv. Chim. Acta, 57, 2658-61 (1974)). 
Auch mit andern starken Sauren wie Bromwasser- 
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stoffsaure, lodwasse- itoffsaure, Salpetersaure, 
Phosphorsaure, Ameisensaure, Oxalsaure, Chlor-, 
Dichlor- und Trichloressigsaure liess sich kelne An- 
reicherung einer der epimeren Formen der Tetrah- 
ydrofolsaure erzielen. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur 
Herstellung von (6S)- und (6R)-Tetrahydrofolsaure 
sowie von deren Additlonssalzen mit Sulfonsauren 
Oder mIt Schwefelsaure, dadurch gekennzeichnet, 
dass man (6R,S)-Tetrahydrofolsaure mIt einer Sul- 
fonsaure Oder mit Schwefelsaure umsetzt, erhalte- 
nes Saureadditionssalz fraktioniert kristallisiert und. 
falls erwunscht, aus den erhaitenen diastereomeren 
Saureadditionssalzen durch Behandlung mit einer 
Base die (6S)- und/oder (6R)-Tetrahydrofolsaure 
freisetzt und isoliert. 

Die dabei verwendete (6R,S)-Tetrahydrofolsau- 
re kann sowoh) als isoliertes Produkt Oder aber 
auch vorzugsweise als Produkt einer Reduktion von 
Fotsaure direkt in situ eingesetzt werden. 

Fur das erfindungsgemasse Verfahren geeig- 
nete Sulfonsauren sind aromatische Sulfonsauren 
mit 6 bis 14 C-Atomen, araliphatische Sulfonsauren 
mit 7 bis 9 C-Atomen oder aliphatische Sulfonsau- 
ren mit 1 bis 3 C-Atomen. 

Als aromatische Sulfonsauren kommen vorwiegend 
in Betracht Benzolsulfonsaure, Toluolsulfonsauren, 
Xylolsulfonsauren, Nitrobenzolsulfonsauren, Chlor- 
benzolsulfonsauren, Nitrotoluolsuifonsauren, Napht- 
halinsulfonsauren, substituierte Naphthalinsulfon- 
sauren, Naphthalindisulfonsauren, Camphersulfon- 
sauren, Benzimidazolsulfonsauren, substituierte 
Benzimidazolsulfonsauren, wie z.B. 2- 
Phenylbenzimidazol-5-sulfonsaure und viele andere 
mehr. 

Als araliphatische Sulfonsaure kommt vorwie- 
gend Phenylmethansulfonsaure, als aliphatische 
Sulfonsauren vorwiegend Methansulfonsaure und 
Ethansulfonsaure in Betracht. 

Bevorzugte Additionssaize fur das erfindungs- 
gemasse Verfahren sind das Benzolsulfonsaure-, 
ein Toluolsulfonsaure-sowie das Schwefelsaure-Ad- 
ditionssalz. 

Die Kristallisation wird aus einem polaren Medi- 
um durchgefuhrt. Dabei eignet sich vor adem Was- 
ser Oder ein Gemisch aus Wasser und niedhgen 
allphatischen wasserloslichen Carbonsauren, insbe- 
sondere Essigsaure sowie Milchsaure Oder flussi- 
gen wasserloslichen Amiden wie Formamid, Dime- 
thylformamid, Dimethylacetamid, 1 -Methylpyrroll- 
don. 2-Ptperidinon. Das Gemisch enthalt ublicher- 
weise mindestens 50% Wasser. Der Einsatz einer 
solchen Mischung erhoht normalerweise die optl- 
sche Reinheit der Produkte. wobei jedoch die Aus- 
beute sinken kann. Abhangig vom angestrebten 
Ziel und dem jeweiligen Ausgangsmaterial kann 
das Optimum der Reaktionsbedingungen durch sy- 
stematische Versuche ohne Schwierigkeiten be- 
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stimmt werden. 

Aufgrund der Oxidationsempfindlichkeit der Te- 
trahydrofolsaure empfiehit sich die Verwendung ei- 
nes Oxidationsschutzmittels wie 2-Mercaptoethanol. 
5 Bei der Kristallisation fallt in der Regel zuerst 

das Saureadditionssalz der (6S)-Tetrahydrofolsaure 
aus - die diaslereomere (6R)-Verbindung reicherl 
sich in den Filtraten an. 

Aus den erhaitenen Salzen kann die optisch ange- 

70 reicherte Tetrahydrofolsaure sehr einfach durch 
Zusatz einer Base wieder freigesetzt werden. 

Als weitere chemische wie auch oplische Rei- 
nigungsmoglichkeit bietet sich die Umkristallisation 
der (6S)-bzw. (6R)-Tetrahydrofolsaure-Saureaddi- 

75 tionssaize und/oder die anschliessend an die Frei- 
setzung der Tetrahydrofolsaure erneut durchge- 
fuhrte Versalzung mit einer Sulfonsaure und/oder 
Schwefelsaure an. 

Durch dieses Verfahren sind die (6S)-und (6R)- 

20 Tetrahydrofolsaure und deren Saize mit starken 
Basen oder Sauren sehr einfach und besonders 
wirtschaftlich zuganglich geworden. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der 
verfahrensgemass erhaitenen (6S)-und (6R)-Tetrah- 

25 ydrofolsaure und deren Additionssaize mit Sulfon- 
sauren Oder mit Schwefelsauren zur Herstellung 
von optisch reinen 5,10- 

Methylentctrahydrofolsaurcn und deren SaIze mit 
starken Basen oder Sauren durch Behandlung mit 

30 Formaldehyd. Dabei ist zu beachten. dass aus 
(6S)-Tetrahydrofolsaure durch Umsetzung mit For- 
maldehyd 5,lO-Methylen-(6R)-tetrahydrofolsaure 
und aus (6R)-Tetrahydrofolsaure analog 5,10- 
Methy!en-(6S)-tetrahydrofolsaure erhalten wird. • 

35 

Beispiele zur lllustrierung der Erfindung: 

Zur Gehaltsbestimmung der Tetrahydrofolsau- 
re, 5-Formyl-, 5-Methyl- und 5.10-MethyIentetrah- 
40 ydrofolsaure wurde die folgende HPLC-Methode 
eingesetzt: 

Fliessmittel A: 

0,03 M Na?HP04 + 0.03 M KH?PO* in Wasser 
Fliessmittel B: 

45 1 Teil (0,03 M Na2HP0. + 0.03 M KH2PO4 in 

Wasser) 

3 Teile Methanol 

danach mit Phosphorsaure auf pH 7,8 gestellt 
Gradient: 

50 innerhalb von 25 Minuten von 2% Fliessmittel B 
auf 95% Fliessmittel B 
Saule: 

ODS (Hypersil) 
Detektion: 
56 UV-300 nm 

Zur Bestimmung des (6S)-Anteils der Tetrah- 
ydrofolsaure wurde die folgende HPLC-Methode 
eingesetzt: 

3 
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Derivatisierung: 

Tetrahydrofolsaure bzw. Additionssalz in 

Acetonitril/'Wasser 1:1 tosen und mit 2.3,4,6- 

Tetra-o-acetyl-;8-D-glucopyranosy!isothiocyanat 

umsetzen 

Fliessmittel: 

2,5 Teile Acetonitril 

1 ,5 Teile Methanol 

6,0 Teile Citronensaure 0,02 M 

Saule: 

RP-8 (Lichrospher) 
Detektion; 
UV-270 nm 

Beispiel 1 

14,3 g Toluol-4-sulfonsaure (150 Mol%) war- 
den bei 60 'C unter Stickstoff in 440 ml Wasser, 
enthaltend 0,1% 2-Mercaptoethano!. gelost. Inner- 
halb von 5 MInuten werden 25.0 g relne (6R,S)- 
TelrahydroFolsaure eingetragen. Die enlslandene 
Suspension wird auf 40 °C abgekuhlt. Nach 2-5 
Stunden wird das ausgeschiedene Produkt abfil- 
triert, mit Wasser und danach mit Ethanol gewa- 
schen. 

Man erhalt 16,9 g Toluol-4-su)fonsaure-Addi- 
tionssalz der {6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem 
(6S)-Antei! von 86,7%; bestimmt mittels HPLC. 

Durch Umkristallisation des erhaltenen Produk- 
...tes aus.einer. Mischung vcn^llO ml N,N'-Dimethyl- 
formamid und 220 ml Wasser erhalt man Toluol-4- 
sulfonsaure-Additionssalz der (6S)-Tetrahydrofol- 
saure mit einem {6S)-Anteil von 97,5%; bestimmt 
mittels HPLC, 



[a]p^ = -60,6' (c= 0,5% in DMF) 



Zur Freisetzung der (6S)-Tetrahydrofolsaure 
werden 170 ml Wasser, enthaltend 0.1% 2-Mercap- 
toethanol, unter Stickstoff auf 10° C abgekuhlt. 5.0 
g Toluol-4-sulfonsaure-Additionssa!2 der (6S)-Te- 
trahydrofolsaure werden e>ngestreut. Zu dieser Su- 
spension werden 4 ml 2n Natronlauge zugetropft. 
Nach Abkuhlen auf Z'C v^ird das ausgeschiedene 
Produkt abfiltriert, mit Wasser und danach mit Et- 
hanol gewaschen. 

Man erhalt 3.7 g (6S)-Tetrahydrofolsaure mit 
einem (6S)-Anteil von 97.7%; bestimmt mittels 
HPLC. 



[a]^^ = - 44.5- (c = 1% in Wasser) 



Betspiel-2 

13 g Toluol-4-sulfonsaure (135 Mol%) werden 
bei 20 "C unter Stickstoff in 200 ml Essigsaure und 

5 200 ml Wasser. enthaltend 0.2% 2-Mercaptoetha- 
nol, gelost. 25,0 g reine (6R,S)-Tetrahydrofo!saure 
werden rasch eingetragen. Die Losung wird mit 
wenig authentischem (6S)-Tetrahydrofolsaure- 
toluol-4-sulfonsaure-Additionssalz angeimpft. Nach 

70 5 Stunden wird das ausgeschiedene Produkt abfil- 
triert, mit EssigsaureWasser und danach mit Etha- 
nol gewaschen. 

Man erhalt 12,7 g Toluol-4-sulfonsaure-Addi- 
tionssalz der (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem 

75 (6S)-Anteil von 93,6%; bestimmt mittels HPLC. 

10,0 g des so erhaltenen (6S)- 
Tetrahydrofolsauretoluol-4-sulfonsaure- 
Additionssalzes werden bei 25 'C unter Stickstoff in 
100 ml Wasser suspendiert und mit Natronlaugei 

20 30% auf pH > 3,5 gestelll. Der pH der so erhalte- 
nen Losung wird danach wieder mil Salzsaure 37% 
auf unter 1 gebracht. Nach 12 Stunden wird das 
ausgeschiedene Produkt abfiltriert, mit Wasser und 
danach mit Ethanol gewaschen. 

25 Man erhalt 8,9 g Toluol-4-sulfonsaure-Addi- 

tionssalz der (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem 
(6S)-Anteil von 99,7%; bestimmt mittels HPLC. 



35 



[a]^5 = -62.0' 



Beispiel 3 



(c = 0.5% in DMF) 



14,30 g Toluol-4-sulfonsaure (150 Mol%) wer- 
den bei 27 °C unter Stickstoff in 220 ml L( + )- 
Milchsaure und 220 ml Wasser. enthaltend 0,2% 
Mercaptoethanol, gelost. 25,0 g reine (6R;S)-Te- 

40 trahydrofolsaure werden rasch zugegeben. Die ent- 
standene Losung wird mit wenig authentischem 
(6S)-Tetrahydrofolsaure-toluol-4-sulfonsaure- 
Additionssalz angeimpft und auf 20 ' C gekuhlt. 
Nach 15-20 Stunden wird das ausgeschiedene 

45 Produkt abfiltriert, mit Milchsaure/Wasser und da- 
nach mit Ethanol gewaschen. 

Man erhalt 15,1 g Toluol-4-sulfonsaure-Addi- 
tionssalz der (6S)-Tetrahydrofplsaure mit einem 
(6S)-Antei! von 92,5%; bestimmt mittels HPLC. 

50 

Beispiel 4 

14,3 g Toluol-4-sulfonsaure (150 Mol%) wer- 
den bei 27' C unter Stickstoff in 110 ml 1-Methyl- 
55 2-pyrrolidon und 110 ml Wasser, enthaltend 0,4% 
2-Mercaptoethanol. gelost. 25,0g reine (6R.S)-Te- 
trahydrofclsaure werden rasch zugegeben. Die Lo- 
sung wird mit 220 ml Wasser verdunnt und auf 
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20 abgekuhlt. Nach 15-20 Stunden wird das 
ausgeschiedene Produkt abflltriert, mil 1-Methyl-2- 
pyrrolidon/Wasser und danach mit Ethanol gewa- 
schen. 

Man erhalt 13,3 g Toluol-4-sulfonsaure-Addi- 

tlonssalz der {6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem 
(6S)-Anteil von 94,7%; bestimnnt mittels HPLC. 



nen Losung wird danach wieder mit Salzsaure 37% 
auf unter 1 gebracht. Nach 12 Stunden wird das 
ausgeschiedene Produkt abfiitriert, mit Wasser und 
danach mit Ethanol gewaschen. 

Man erhalt 9,0 g Benzolsulfonsaure-Additions- 
salz der (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem (65)- 
Apteil von 99,8%; bestimmt mittels HPLC. 



Beispiel 5 

11,5 g Toluol-4-sulfonsaure (150 Mol%) wer- 
den bei 27 'C unter Stickstoff in 90 ml N,N'-Dime- 
thylformamid und 90 ml Wasser, enthaltend 0.4% 
2-Mercaptoethanol, gelost. 20 g reine (6R,S)-Te- 
trahydrofolsaure werden rasch zugegeben. Die Lo- 
sung wird mit 180 ml Wasser verdunnt und auf 
20 'C abgekuhlt. Nach 15 - 20 Stunden wird das 
ausgeschiedene Produkt abfiitriert, mit N.N'- 
Dimethyiformamid/Wasser und danach mit Ethanol 
gewaschen.. 

Man erhalt. 11,3 g Toluol-4-sulfonsaure-Addi- 
tionssalz der (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem 
(6S)-Anteil von 91,4%; bestimmt mittels HPLC. 

Beispiet 6 

11,5 g Toluol-4-sulfonsaure (150 Mol%) wer- 
den bei 27 'C unter Stickstoff in 100 ml N.N'- 
Dimethylacetamid und 80 ml Wasser, enthaltend 
0,4% 2-Mercaptoethanol, gelost. 20 g reine (6R,S)- 
Tetrahydrofolsaure werden rasch zugegeben. Die 
Losung wird mit 160 ml Wasser verdunnt und auf 
20 'C abgekuhlt. Nach 15 -20 Stunden wird das 
ausgeschiedene Produkt abfiitriert, mit N,N'- 
Dimethylacetamid/Wasser und danach mit Ethanol 
gewaschen. 

Man erhalt 11,0 g Toluol-4-sulfonsaure-Addi- 
tionssalz der (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem 
(6S)-Anteil von 91,5%; bestimmt mittels HPLC. 

Beispiel 7 

12 g Benzolsulfonsaure (150 Mol%) werden bei 
70 'C unter Stickstoff in 440 ml Wasser, enthaltend 
0.1% 2-Mercaptoethanol, gelost. Innerhalb. von 5 
Minuten werden 25,0 g reine (6R,S)-Tetrahydrofol- 
saure eingetragen. Die entstandene Suspension 
wird auf 60 'C abgekuhlt. Nach 2 - 5 Stunden wird 
das ausgeschiedene Produkt abfiitriert, mit Wasser 
und danach mit Ethanol gewaschen. 

Man erhalt 13,8 g Benzolsulfonsaure-Additions- 
salz der (6S)-Tetrahydrofo!saure mit einem (6S)- 
Anteil von 92.4%; bestimmt mittels HPLC. 

10.0 9 des so erhaltenen (6S)- 
Tetrahydrofolsaurebenzolsulfonsaure- 
Additionssalzes werden bei 25 'C unter Stickstoff in 
100 ml Wasser suspendiert und mit Natronlauge 
30% auf pH > 3.5 gestellt. Der pH der so erhalte- 
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[a]^^ =-63.5- (c = l%inDMF) 



Bei dem Ersatz der eingesetzten 150 Mol% 
Benzolsulfonsaure durch 55 Mol% Benzolsulfon- 
saure und 50 Mol% Salzsaure erhalt man unter 
gleichen Kristallisationsbedingungen 12,7 g 
Benzolsulfonsaure-Additionssalz der (6S)-Tetrah- 
ydrofolsaure mit einem (6S)-Anteil von 91,6%; be- 
stimmt mittels HPLC. 

Zur Freisetzung der (6R)-Tetrahydrofolsaure 
wird das FiKrat mit Natronlauge auf pH 3,5 gestellt. 
Nach Abkuhlen auf 5*C wird das ausgeschiedene 
Produkt abfiitriert, -mit Wasser und danach mit Et- 
hanol gewaschen. 

10 g des so erhaltenen Ruckstandes werden in 
150 ml Wasser, enthaltend 0,1% 2-Mercaptoetha- 
nol, und 39 ml 2N Schwefelsaure bei 50 ' C unter 
Stickstoff gelost. Nach langsamem Abkuhlen uber 
15 Stunden auf 20 "C und anschliessendem 12- 
stundigem. Stehenlassen wird das ausgeschiedene 
Produkt abfiitriert, mit Wasser und danach mit Et- 
hanol gewaschen. 

Man erhalt 9,7 g Schwefelsaure-Additionssalz 
der (6R)-Tetrahydrofolsaure mit einem (6R)-Anteil 
von 97,7%; bestimmt mittels HPLC. 

Beispiel 8 

30 ml 2 M Schwefelsaure werden bei 60 *C mit 
130 ml Wasser. enthaltend 0.2% 2-Mercaptoetha- 
nol. und 164 ml Eisessig vorgelegt. Innerhalb von 5 
Minuten werden 20 g reine (6R,S)-Tetrahydrofol- 
saure eingetragen. Die entstandene Losung wird 
auf 50 'C abgekuhlt. Nach 1 Stunde wird das aus- 
geschiedene Produkt abfiitriert, mit 
Wasser/Eisessig und danach mit Ethanol gewa- 
schen. 

Man erhalt 11,0 g Schwefelsaure-Additionssalz 
der (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem (6S)-Anteil 
von 65,5%; bestimmt mittels HPLC. 

Durch zweifaches Umkristallisieren von 10 g 
Schwefelsaure-Additionssalz der (6S)-Tetrahydro- 
folsaure aus Dimethylformamid/Wasser 1:3 erhalt 
man 3.9 g Schwefelsaure-Additionssalz der (6S)- 
Tetrahydrofolsaure mit einem (6S)-Anteil von 
94,3%; bestimmt mittels HPLC. 

Beispiel 9 
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Nach-in-der-titeratur-beschrtebenen-VerfahrenT- 

2.B. R.L Blakley et al, Folates and Pterins, 1. 93- 
104 (1984) in situ hergestetlte (6R.S)-Tetrahydrofol- 
saure wird direkt waiter mit Toluol-4-sulfonsaure 

umgesetzt: 

50 g Folsaure werden etwa nach C. Temple, J. 
Med. Chem., 22. 731 (1979) bei 25 'C unter Stick- 
stoff in 200 ml Wasser suspendiert. Mit ca. 40 g 
Natronlauge 30% wird der pH der Losung auf 12 
gestellt. Nach Zugabe von 25 g Natriunnborhydrid 
(630 Mol%) in 110 ml Wasser wird das Reaktions- 
gemisch auf 70-75 'C aufgeheizt und wahrend 90 
Minuten bei dieser Temperatur gehalten. In die so 
erhaltene Losung von (6R.S)-Tetrahydrofolsaure- 
Natriumsalz werden nach Abkuhlen auf 25 'C 30 g 
Toluol-4-sulfonsaure (150 Mo!%). gelost in 200 ml 
Eisessig, zugetropft. Mit 96 g Salzsaure 37 % wird 
danach der pH der Losung auf unter 1 gestellt. 
Nach 12 Stunden wird das ausgeschiedene Pro- 
dukt abfiltriert, mil Essigsaure- Wasser und danach 
mil Ethanol gewaschen. 

Man erhalt 32,9 g Toluol-4-sulfonsaure-Addi- 
tionssalz der (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem 
Gehalt von 82% und einem (6S)-Anteil von 95,4%; 
bestimmt mittels HPLC. 

3,0 g des so erhaltenen (6S)- 
Tetrahydrofolsauretoluol*4-sulfonsaure- 
Additionssalzes werden bei 25 ' C unter Stickstoff in 
30 ml Wasser suspendiert und mit ca. 3 g Natron- 
lauge 30% auf pH 11,6 gestellt. Zur so erhaltenen 
Losung werden 0,9 g Toluol-4-sulfonsaure (120 
Mol%), gelcst in 36 ml Eisessig, zugetropft. Mit 2.2 
g Salzsaure 37% wird danach der pH der Losung 
auf unter 1 gestellt. Nach 12 Stunden wird das 
ausgeschiedene Produkt abfiltriert, mit 
Essigsaure/Wasser und danach mit Ethanol gewa- 
schen. 

Man erhalt 1,81 g Toluol-4-sulfonsaure-Addi- 
tionssalz der (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem 
Gehalt von 100% und einem 6S-Anteil von 98.9%: 
bestimmt mittels HPLC. 



Schwefelsaure-lasst-sich-in~ahnlicher-Weise-auch 

das Sulfat der (6S)-Tetrahydrofolsaure herstellen. 

Man erhalt 27,1 g (6S)-Tetrahydrofolsauresulfat 
mit einem Gehalt von 85% und einem (6S)-Anteil 
5 von 69,2%; bestimmt mittels HPLC. 

Beispiele 12 - 18 

In ahnlicher Weise, wie in den Beispielen 1-8' 
70 beschrieben, lassen sich herstellen: 

12, Methansulfonsaure-Additronssalz der (6S)- 
Tetrahydrofolsaure. 

13. Ethansulfonsaure-Additionssalz der (6S)-Te- 
trahydrofolsaure. 

75 14. Phenylmethansulfonsaure-Additionssalz der 

(6S)-Tetrahydrofolsaure. 

1 5. Campher-1 0-sulfonsaure-Additionssal2 der 
(6S)-Tetrahydrofolsaure. ■ 

16. Naphthalin-1-sulfonsaure-Additionssa!z der 
20 (6S)-Tetrahydrofolsaure. 

1 7. Naphthalin-2-sulfonsaure-Additionssalz der 
(6S)-Tetrahydrofolsaure. 

1 8. Naphthalin-1 ,5-disulfonsaure-Additionssalz 
der (6S)-Tetrahydrofolsaure. 

25 

Beispiel 19 

50 g von nach Beispiel 8 erhaltenem 
Schwefelsaure-Additionssalz der (6S)-Tetrahydro- 

30 folsaure werden bei 20 unter Stickstoff in 500 
ml Wasser mit 200 ml Natronlauge 2N gelost. 
Nach der Zugabe von 7,5 ml Form*aldehyd 36% 
(125 Mol%) wird die Losung mit einer Mischung 
von 275 ml Eisessig und 275 ml Schwefelsaure 2 

35 N versetzt. Nach dem Kuhlen auf 2'C wird das 
ausgeschiedene Produkt abfiltriert und mit Ethanol 
iiberwaschen. 

Man erhalt 39,6 g 5.10-Methylen-(6R)-tetrah- 
ydrofolsaure mit einem Gehalt von 98.6% 'und ei- 

40 nem (6R)-Anteil von 99.6%; bestimmt mittels 
HPLC- 



Beisplel 10 

Durch den Ersatz der Toluol-4-sulfonsaure in 
Beispiel 9 durch die aequivalente Menge an Ben- 
zolsulfonsaure lasst sich in ahnlicher Weise auch 
das Benzolsulfonsaure-Additionssalz der (6S)-Te- 
trahydrofolsaure herstellen. 

Man erhalt 32,2 g Benzolsulfonsaure-Additions- 
salz der (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem Gehalt 
von 80% und einem (6S)-Anteil von 94.2%; be- 
stimmt mittels HPLC. 

Beispiel 11 

Durch den Ersatz der Toluol-4-sulfonsaure in 
Beispiel 9 durch die aequivalente Menge an 



Beispiel 20 

45 28 g von nach Beispiel 10 erhaltenem 

Benzolsulfonsaure-Additionssalz der (6S)-Tetrah- 
ydrofolsaure werden bei ca. 25 "C unter Stickstoff 
in 130 ml Wasser mit Natronlauge 30% gelost. 
Nach der Zugabe von 44 ml Ameisensaure 36% 

50 wird die Losung geteilt und die eine Halfte mit 3 g 
NaBH4 versetzt. Nach 12 Stunden wird durch Zu- 
gabe von 10 ml Salzsaure 37% angesauert. Das 
ausgeschiedene Produkt wird abfiltriert und mit 
Wasser und Ethanol uberwaschen. 

55 Man erhalt 1 1 g 5-Methyl-(6S)-tetrahydrofoi- 

saure mit einem Gehalt von 95,8% und einem 
(6S)-Anteil von 99.5%; bestimmt mittels HPLC. 
Die andere Halfte wird mit uberschussigem 
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Calciumchlorid versetzt. das sich ausscheidende 
Produkt wird abfiltriert und init Wasser und Ethanol 
uberwaschen. 

Man erhalt 14 g 5-Fornny!-(6S)- 
tetrahydrofolsaure-Calcium-Salz mit einem Gehalt 
von 96,2% und einem (6S;-Anteil von 99,7%; be- 
stimmt mittels HPLC. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung von (6S)- und (6R)- 
Tetrahydrofolsaure sowie von deren Additions- 
salzen mit Sulfonsauren oder mit Schwefelsau- 

re, dadurch gekennzeichnet, dass man (6R,S)- 
Tetrahydrofolsaure mit einer Sulfonsaure Oder 
mit Schwefelsaure umsetzt, ethaltenes Saure- 
additionssalz fraktioniert kristallisiert und, falls 
erwunscht, aus den erhaltenen diastereomeren 
Saureadditionssalzen durch Behandlung mit ei- 
ner Base die (6S)- und/oder (6R)-Telrahydro- 
foisaure freisetzt und isoliert. 



sulfonsaure-, Naphthalin-1 -sulfonsaure-, 

Naphthalin-2-sulfonsaure-, Naphthalin-1 ,5- 
disulfonsaure-Additionssalze der (6S)-Tetrah- 
ydrofolsaure. 

5 

9. Verwendung von (6S)- oder (6R)-Tetrahydrofol- 
saure oder von deren Additionssalzen mit einer 
Sulfonsaure oder mil Schwefelsaure, herge- 
stellt nach einem der Anspruche 1, 2, 3 oder 4, 

70 als Ausgangsmaterial zur Herstellung von op* 

tisch reiner 5,10-Methylentetrahydrofolsaure, 5- 
Methyltetrahydrofolsaure oder 5-Formyltetrah- 
ydrotolsaure und deren Salzen mit starken Ba- 
sen Oder Sauren. 

15 

10. Verwendung von Salzen der (6S)- Oder (6R)- 

Tetrahydrofolsaure mit Schwefelsaure oder ei- 
ner Sulfonsaure als Bestandteil eines Arznei- 
mittels Oder als Ausgangsmaterial zur Herstel- 
20 lung eines Arzneimitlels. 



2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Kristallisation aus einem po- 
laren Medium, vorzugsweise aus Wasser oder 25 
einem Gemisch aus Wasser, mit einer niedri- 
gen, aliphatischen, wasserloslichen Carbon- 
saure, insbesondere mit Essigsaure, Milchsau- 

re Oder einem Gemisch aus Wasser mit einem 
flussigen wasserloslichen Amid, insbesondere 30 
mit Methylpyrrolidon, Formamid, Dimethylfor- 
mamid oder Dimethylacetamid durchgefuhrt 
wird. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, 35 
dadurch gekennzeichnet, dass man als Sulfon- 
saure eine aromatische Sulfonsaure mit 6 bis 

14 C-Atomen, eine araliphatische Sulfonsaure 
mit 7 bis 9 C-Atomen oder eine atiphatische 
Sulfonsaure mit 1 bis 3 C-Atomen verwendet. 4o 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1, 2 oder 
3, dadurch gekennzeichnet. dass man als Ad- 
ditionssalz das Benzolsulfonsaure-. Toluol-4- 
sulfonsaure-oder das Schwefelsaure-Additions- 45 
salz verwendet. 



5. (6S)-Tetrahydrofolsaure-benzolsultonat und 
(6R)-Tetrahydrofolsaure-benzolsulfonat. 

50 

6. (6S)-Tetrahydrofolsaure-toluol-4-sulfonat und 
(6R)-Tetrahydrofolsaure-toluol-4-sulfonat. 

7. (6S)-Tetrahydrofolsaure-sulfat und (6R)-Tetrah- 
ydrofolsauresulfat. 55 

8. Methansulfonsaure-. Ethansulfonsaure-, 
Phenylmethansulfonsaure-. Campher-10- 
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